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 ﭼﻜﻴﺪه
 ﻣﻴﻠﻴـﻮن ﻧﺎﻗـﻞ وﻳـﺮوس 053ﺣـﺪود . ﻬﺎن آﻧـﺪﻣﻴﻚ اﺳـﺖ  در ﺳﺮاﺳﺮ ﺟ Bﻋﻔﻮﻧﺖ وﻳﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴﺖ : زﻣﻴﻨﻪ و ﻫﺪف     
 .ﺷـﻮﻧﺪ  ﺗﻠﻒ ﻣـﻲ Bﺣﺪود ﻳﻚ ﻣﻴﻠﻴﻮن ﻧﻔﺮ در ﺳﺎل ﺑﻪ دﻧﺒﺎل ﻋﻔﻮﻧﺖ وﻳﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴﺖ .  وﺟﻮد دارد ن در ﺟﻬﺎ Bﻫﭙﺎﺗﻴﺖ 
 ﺎ، اﻧﺠﺎمﻫ ﺑﻴﺎﻧﺠﺎﻣﺪ، وﺟﻮد ﻧﺪارد و ﺗﻨﻬﺎ راه ﺟﻬﺖ ﻛﻨﺘﺮل اﭘﻴﺪﻣﻲ Bﻣﺘﺎﺳﻔﺎﻧﻪ داروﻳﻲ ﻛﻪ ﺑﺘﻮاﻧﺪ ﺑﻪ درﻣﺎن ﻛﺎﻣﻞ ﻫﭙﺎﺗﻴﺖ 
 وﻳﺮوﺳﻲ ﺑﺮاي ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ اﻓﺮادي ﻛﻪ داراي ﻋﻔﻮﻧﺖ ﻣﺰﻣﻦ ﻫـﺴﺘﻨﺪ، ANDﮔﻴﺮي ﻣﻘﺪار  اﻧﺪازه. ﺑﺎﺷﺪﻴﻮن ﻣﻲ واﻛﺴﻴﻨﺎﺳ
ﺑﻴﻨﻲ ﺳﻴﺮ درﻣﺎن ﺑﻴﻤﺎري و ﺗﺎﺛﻴﺮ داروﻫﺎي ﺿﺪ وﻳﺮوﺳﻲ ﻨﻴﻦ ﺑﺮاي ﺑﺮرﺳﻲ و ﭘﻴﺶ ، ﻫﻤﭽ ﮔﻴﺮدﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﻣﻲ 
ﮔﻴـﺮي ﻫـﺎي ﺗـﺸﺨﻴﺺ ﻃﺒـﻲ، اﻧـﺪازه   در آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎهRCP emit-laeRﺑﺎ ﻣﻌﺮﻓﻲ . ﺑﺮد داردرﻫﺎي درﻣﺎﻧﻲ ﻛﺎ در رژﻳﻢ
 ﻛﻠﻮﻧﻴﻨـﮓ ،ﻫﺪف از اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ . داري ﺗﻮﺳﻌﻪ ﭘﻴﺪا ﻛﺮده اﺳﺖ ﻃﻮر ﻣﻌﻨﻲ ﻪ ﻫﺎي ﺑﺎﻟﻴﻨﻲ ﺑ  وﻳﺮوس در ﻧﻤﻮﻧﻪ ANDﻛﻤﻲ 
  .  ﺑﻪ ﻋﻨﻮان اﺳﺘﺎﻧﺪارد ﺧﺎرﺟﻲ اﺳﺖBژن ﺳﻄﺤﻲ وﻳﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴﺖ  و ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ژن ﻛﺪﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ
، اﺑﺘﺪا ژﻧﻮم وﻳﺮوس از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺳﺮم ﻛﻪ S ﺑﺮاي ﺗﻜﺜﻴﺮ ژن .ﺑﺎﺷﺪ اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﻳﻚ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﻮﺻﻴﻔﻲ ﻣﻲ: رﺳﻲﺮ    روش ﺑ 
ﺳـﭙﺲ ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫـﺎي . ﻣﺜﺒﺖ ﺑـﻮد، اﺳـﺘﺨﺮاج ﺷـﺪ ( negitnA ecafrus B sititapeH)gAsbHاز ﻧﻈﺮ 
 از Sﺑـﺮاي ﻛﻠﻮﻧﻴﻨـﮓ ژن . ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪ( noitcaer niahc esaremyloP)RCP ﺑﺎ روش Sاي از ژن  اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ، ﻗﻄﻌﻪ
 ﺑـﻪ داﺧـﻞ وﻛﺘـﻮر RCPﺳﺎزي، ﻣﺤـﺼﻮل ﭘﺲ از ﺧﺎﻟﺺ . اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ ( ﻓﺮﻣﻨﺘﺎس)R75-ZTpﻳﻚ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ وﻛﺘﻮر 
ﺑـﺎﻛﺘﺮي ﺣـﺎوي ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ . ﺗﺮاﻧـﺴﻔﻮرم ﺷـﺪ ، 1GT ﺳـﻮﻳﻪ iloC.Eﭘﻼﺳﻤﻴﺪي ﻛﻠﻮن ﺷﺪ و ﺑﻪ داﺧﻞ ﺳـﻠﻮل ﻣـﺴﺘﻌﺪ 
ﻫـﺎي اﺧﺘـﺼﺎﺻﻲ و در ﻧﻬﺎﻳـﺖ ، ﺑﺮش ﺑﺎ آﻧـﺰﻳﻢ RCPﺑﻴﻮﺗﻴﻚ، ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ روﺷﻬﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ از ﻗﺒﻴﻞ ﻣﻘﺎوﻣﺖ ﺑﻪ آﻧﺘﻲ 
 ﺷﻤﺎرش يﻫﺎ و ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﻣﻴﺎﻧﮕﻴﻦ ﺗﻌﺪاد ﻛﻠﻨﻲ tﺑﺮاي آﻧﺎﻟﻴﺰ آﻣﺎري، از آزﻣﻮن .  ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ ،ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ 
  . ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ و ﺑﺪون آن، اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ ﻫﺎي ﺣﺎوي آﻧﺘﻲ ﺷﺪه ﺑﺮ روي ﭘﻠﻴﺖ
ﻜﺜﻴـﺮ  ﺗRCP ﺑـﺎ روش S وﻳﺮوﺳﻲ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از آﻏﺎزﮔﺮﻫـﺎي اﺧﺘـﺼﺎﺻﻲ، ژن ANDﭘﺲ از اﺳﺘﺨﺮاج : ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ    
.  ﻛﻠـﻮن ﮔﺮدﻳـﺪ R75ZTp ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ S ﺟﻔﺖ ﺑﺎز ﺣﺎﺻﻞ ﮔﺮدﻳﺪ، ﺳـﭙﺲ ژن 571اي ﺷﺎﻣﻞ ﺷﺪ و ﻗﻄﻌﻪ 
ﺑـﺮاي ﺗﺎﻳﻴـﺪ ﻧﻬـﺎﻳﻲ، .  و ﺑـﺮش آﻧﺰﻳﻤـﻲ، ﻣـﻮرد ﺗﺎﻳﻴـﺪ ﻗـﺮار ﮔﺮﻓـﺖ RCPﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪ و ﺑﺎ روش 
  . ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﺷﺪ
 R75ZTp در ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ Sﺑـﺎزي ژن  ﺟﻔـﺖ 571دﻫﺪ ﻛﻪ ﻗﻄﻌﻪ ﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻧﺸﺎن ﻣﻲ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻﻞ از اﻳ : ﮔﻴﺮي     ﻧﺘﻴﺠﻪ
ﻫـﺎ  ﻳـﺎ ﻛﻨﺘـﺮل ﻣﺜﺒـﺖ در آزﻣـﺎﻳﺶ RCP emit-laeRﺗـﻮان از آن، ﺟﻬـﺖ ﺗﻬﻴـﻪ اﺳـﺘﺎﻧﺪارد   ﻣﻲﻛﻠﻮن ﮔﺮدﻳﺪه اﺳﺖ ﻛﻪ
   .اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮد
             
  ﺷﻴﺎﻛﻮﻟﻲاﺷﺮ – 3   اﺳﺘﺎﻧﺪارد ﺧﺎرﺟﻲ     – 2   ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ     – 1      : ﻫﺎ ﻛﻠﻴﺪواژه
 Bژن ﺳﻄﺤﻲ وﻳﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴﺖ   آﻧﺘﻲ– 4                         
  58/11/41:ﺗﺎرﻳﺦ ﭘﺬﻳﺮش، 58/7/91 :ﺗﺎرﻳﺦ درﻳﺎﻓﺖ
  (.ﻣﺆﻟﻒ ﻣﺴﺆول*) ﭼﻤﺮان، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮانﺷﻨﺎﺳﻲ ﭘﺰﺷﻜﻲ، ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﺳﺎزﻣﺎن اﻧﺘﻘﺎل ﺧﻮن اﻳﺮان، ﺗﻘﺎﻃﻊ ﺑﺰرﮔﺮاه ﺷﻬﻴﺪ ﻫﻤﺖ و  وﻳﺮوسD.hPاﺳﺘﺎدﻳﺎر و(I
  .ﺷﻨﺎﺳﻲ ﭘﺰﺷﻜﻲ، ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﺳﺎزﻣﺎن اﻧﺘﻘﺎل ﺧﻮن اﻳﺮان، ﺗﻘﺎﻃﻊ ﺑﺰرﮔﺮاه ﺷﻬﻴﺪ ﻫﻤﺖ و ﭼﻤﺮان، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮان  اﻳﻤﻨﻲD.hPاﺳﺘﺎدﻳﺎر و ( II
  .ﺮاه ﺷﻬﻴﺪ ﻫﻤﺖ و ﭼﻤﺮان، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮانو ﻛﺎرﺷﻨﺎس ارﺷﺪ ﺑﻴﻮﺷﻴﻤﻲ، ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﺳﺎزﻣﺎن اﻧﺘﻘﺎل ﺧﻮن اﻳﺮان، ﺗﻘﺎﻃﻊ ﺑﺰرﮔو ﻋﻀﻮ ﻫﻴﺎت ﻋﻠﻤﻲ ﻣﺮﺑﻲ ( III
  .ﺷﻨﺎﺳﻲ ﭘﺰﺷﻜﻲ، ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﺳﺎزﻣﺎن اﻧﺘﻘﺎل ﺧﻮن اﻳﺮان، ﺗﻘﺎﻃﻊ ﺑﺰرﮔﺮاه ﺷﻬﻴﺪ ﻫﻤﺖ و ﭼﻤﺮان، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮان  وﻳﺮوسD.hPاﺳﺘﺎدﻳﺎر و ( VI
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  ﻣﻘﺪﻣﻪ
 ﻣـﺰﻣﻦ ﺑـﻪ ﺪود دو ﻣﻴﻠﻴـﻮن ﻣـﺮدم در ﺟﻬـﺎن ﺑـﻪ ﻃـﻮرـــﺣ    
، ﻧﻬﻤـﻴﻦ ﻋﺎﻣـﻞ ﻣـﺮگ در Bﻫﭙﺎﺗﻴـﺖ . آﻟـﻮده ﻫـﺴﺘﻨﺪ Bﻫﭙﺎﺗﻴـﺖ 
 ﻣﻴﻠﻴ ــﻮن ﻣ ــﻮرد ﺟﺪﻳ ــﺪ 053ﺑ ــﻴﺶ از . ﺳﺮاﺳ ــﺮ ﺟﻬ ــﺎن اﺳــﺖ 
  . ﭘﻴﻮﻧﺪد در ﺟﻬﺎن ﺑﻮﻗﻮع ﻣﻲ( suriv B sititapeH)VBH
 ،VBHروﺷﻬﺎي آزﻣﺎﻳـﺸﮕﺎﻫﻲ اﺳـﺘﺎﻧﺪارد ﺑـﺮاي ﺗـﺸﺨﻴﺺ     
ژن ﺑ ــﺮ روي آﻧﺘ ــﻲ  ASILEﺷ ــﺎﻣﻞ روﺷ ــﻬﺎي ﺳ ــﺮوﻟﻮژﻳﻜﻲ 
 ،(negitnA ecafrus B sititapeH=gAsbH)Bﺳـﻄﺤﻲ ﻫﭙﺎﺗﻴـﺖ 
ﺰي ﻫﭙﺎﺗﻴ ــﺖ ـ ـــژن ﻣﺮﻛ ﻲـ ـــ، آﻧﺘgAsbHﻪ ـ ـــﺑ ــﺎدي ﻋﻠﻴ آﻧﺘ ــﻲ
  (1-3).ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ negitnA ebHو ( negitnA eroc VBH)B
ﻫ ــﺎي ﻪ ﺑ ــﻪ ﻣﺤ ــﺪودﻳﺖ در ﺗ ــﺸﺨﻴﺺ آزﻣ ــﺎﻳﺶ ـ ـــ    ﺑ ــﺎ ﺗﻮﺟ
ﻪ از راه ـ ـــﻲ ﻣﻨﺘﻘﻠـ ـــﺎي ﻋﻔﻮﻧـﻫ ــ ﺮاي ﺑﻴﻤ ــﺎريـ ـــﺳــﺮوﻟﻮژي ﺑ
ﻫـﺎي  ﺧﻄﺮ ﺑﺎﻗﻴﻤﺎﻧﺪه از ﻋﻔﻮﻧـﺖ ﺑﺎﻻﺗﺮﻳﻦ، VBHﻖ ﺧﻮن، ــﺗﺰرﻳ
ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﺑﻪ دﻟﻴـﻞ ﭘـﺎﻳﻴﻦ  را دارا ﻣﻲ 1/000036وﻳﺮوﺳﻲ ﻳﻌﻨﻲ 
در ( ﻟﻴﺘـﺮ  ﻛﭙﻲ در ﻫـﺮ ﻣﻴﻠـﻲ 001-000002)ﺑﻮدن ﺑﺎر وﻳﺮوﺳﻲ 
ﻫﺎي  و ﻋﺪم ﺣﺴﺎﺳﻴﺖ آزﻣﺎﻳﺶ( doireP wodniW)دوره ﭘﻨﺠﺮه
، AND VBHﺮاي ﺷﻨﺎﺳـﺎﻳﻲ ـــﺮس ﺑـــﻞ دﺳﺘـــﻲ ﻗﺎﺑـــﻛﻴﻔ
ﺑﻞ ﺗﺸﺨﻴﺺ ﺑﺎﺷـﺪ، ﻗﺎﺑـﻞ اﻧﺘﻘـﺎل ﻗﺎ gAsbHﻫﺎ ﺑﺪون اﻳﻨﻜﻪ  ﻫﻔﺘﻪ
  (5و 4).اﺳﺖ
ﻫﺎي ﭘﺲ از اﻧﺘﻘـﺎل ﺧـﻮن، ﻧـﺸﺎن     ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت در ﻣﻮرد ﻫﭙﺎﺗﻴﺖ 
 روز ﭘـﺲ از 05-06 ﺣـﺪود gAsbHﻛـﻪ آزﻣـﺎﻳﺶ اﺳـﺖ داده 
 ﺑﻪ دﻟﻴﻞ وﻳﺮﻣﻲ ﭘﺎﻳﻴﻦ، ، ﻫﻔﺘﻪ آن 2-4ﺷﻮد ﻛﻪ ﻋﻔﻮﻧﺖ، ﻣﺜﺒﺖ ﻣﻲ 
اﺳـﺖ  ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت ﻧـﺸﺎن داده .ﺷـﻮد ﺗﺸﺨﻴﺺ داده ﻧﻤﻲ  gAsbH
ﺗﻮاﻧﺪ ﺑﺎﻋـﺚ ﻋﻔﻮﻧـﺖ در از ژﻧﻮم وﻳﺮوﺳﻲ ﻣﻲ  ﻛﭙﻲ 01-02ﻪ ـﻛ
 ،ﺺ اوﻟﻴـﻪ ــدﻫﺪ ﻛﻪ ﺑﺮاي ﺗـﺸﺨﻴ ﺷﺎﻣﭙﺎﻧﺰه ﺷﻮد؛ اﻳﻦ ﻧﺸﺎن ﻣﻲ 
 در ﻣﺮﺣﻠـﻪ AND VBH. ﻫﺎ ﺑﺎﻳﺪ ﺣﺴﺎس ﺑﺎﺷـﻨﺪ  ﭼﻘﺪر آزﻣﺎﻳﺶ
 و gAsbHاي ﻛـﻪ از ﻧﻈـﺮ ﺣﺎد ﻋﻔﻮﻧـﺖ در ﺧـﻮن اﻓـﺮاد آﻟـﻮده 
 VBHﮔﻴﺮي  اﻧﺪازه.  ﻣﺜﺒﺖ ﻫﺴﺘﻨﺪ، ﻗﺎﺑﻞ ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ اﺳﺖgAebH
ﺗﺮﻳﻦ اﺑﺰار ﺑﺮاي ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ اﻓـﺮادي اﺳـﺖ  ﻢ در ﺳﺮم، ﻣﻬ AND
ﺗﺸﺨﻴﺺ و ارزﻳﺎﺑﻲ ﻛﻤـﻲ . ﻛﻪ ﺗﻜﺜﻴﺮ وﻳﺮوس در آﻧﻬﺎ ﺑﺎﻻ اﺳﺖ 
ﺑﻪ ﻃﻮر وﺳﻴﻌﻲ ﺑﺮاي ﻧﻈﺎرت ﺑﺮ ﭘﻴﺸﺮﻓﺖ ﺑﻴﻤﺎري  AND VBH
ﺷﻮد ﺗﺎ ﻣﺸﺨﺺ ﺷﻮد آﻳـﺎ  اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻲ VBHو درﻣﺎن ﻋﻔﻮﻧﺖ 
  (6-8)آﻣﻴـﺰ ﺑـﻮده اﺳـﺖ ﻳـﺎ ﺧﻴـﺮ؟ درﻣﺎن ﺿﺪ وﻳﺮوﺳﻲ ﻣﻮﻓﻘﻴﺖ 
ﺮس ﺑـﺮاي ﺷﻨﺎﺳـﺎﻳﻲ ـــﻲ ﻗﺎﺑـﻞ دﺳﺘـــﺗﻫـﺎي ﺗﺠﺎر ﺶـــآزﻣﺎﻳ
 .ﺑﺎﺷـﺪ ﻟﻴﺘـﺮ ﻣـﻲ  ﻛﭙﻲ در ﻣﻴﻠﻲ 5×901  اﻟﻲ7×501، AND VBH
ﺑﺎﺷـﻨﺪ و ﻫﺎ از ﺣـﺴﺎﺳﻴﺖ ﭘـﺎﻳﻴﻨﻲ ﺑﺮﺧـﻮردار ﻣـﻲ اﻳﻦ آزﻣﺎﻳﺶ 
   (9).ﺑﺎﺷﺪ ، ﻣﺤﺪود ﻣﻲﻬﺎ در اﻳﻦ روﺷANDداﻣﻨﻪ ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ 
ﺑﺎ ﺗﻮﺳﻌﻪ و ورود داروﻫﺎي ﺿﺪ وﻳﺮوﺳﻲ ﺑﻬﺘﺮ و ﺟﺪﻳـﺪﺗﺮ،     
 ﭼـﻮن اﺳـﺘﻔﺎده از ،ﻴﺎر اﻫﻤﻴﺖ ﻳﺎﻓﺘﻪ اﺳﺖ ﻧﻈﺎرت ﺑﺮ ﺑﻴﻤﺎران ﺑﺴ 
ﻫﺎي وﻳﺮوﺳﻲ ﻣﻘﺎوم ﺑـﻪ داروﻫـﺎ اﻳﻦ داروﻫﺎ ﺑﺎﻋﺚ اﻳﺠﺎد ﺳﻮﻳﻪ 
ﺗـﺮ، آﺷـﻜﺎر ﻫـﺎي ﺣـﺴﺎس ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﻧﻴﺎز ﺑﻪ آزﻣﺎﻳﺶ . ﺷﺪه اﺳﺖ 
آﮔﻬـﻲ ﺗﺮﻳﻦ ﻓـﺎﻛﺘﻮر ﭘـﻴﺶ ﺳﺮﻣﻲ، ﻣﻬﻢ  ANDﻣﻘﺪار . ﺷﺪه اﺳﺖ 
ﺑﺎﺷـﺪ، ﻫﻤﭽﻨـﻴﻦ ﻣﻘـﺪار  ﻣﻲ VBHدﻫﻨﺪه ﺳﺮﻃﺎن ﻛﺒﺪ ﻣﺮﺗﺒﻂ ﺑﻪ 
اﻧـﺪ ﻣـﺎرﻛﺮ ﺧـﻮﺑﻲ ﺑـﺮاي ﺑﺮرﺳـﻲ ﻛـﺎرآﻳﻲ ﺗﻮ ﻣﻲ AND VBH
  . ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﺎﺷﺪ درﻣﺎن
 AND VBH    ﭼﻨ ــﺪﻳﻦ روش ﺑ ــﺮاي ﺷﻨﺎﺳ ــﺎﻳﻲ و ارزﻳ ــﺎﺑﻲ 
ﺮ اﺳـﺎس اﺻـﻮل ـﺎ ﺑ ـــ ـﺐ آﻧﻬ ــ ـﻪ اﻏﻠ ــ ـﺪ ﻛ ــ ـاﻧﺗﻮﺻﻴﻒ ﺷـﺪه 
، AND dehcnarBﺑﺎﺷــﻨﺪ و ﺷــﺎﻣﻞ ﻣﻠﻜــﻮﻟﻲ ﻣﺨﺘﻠــﻒ ﻣــﻲ 
ﺪار ــ ـﻦ ﻣﻘ ــ ـﺗﻌﻴﻴ. ﺪــﻫـﺴﺘﻨ  RCPﻢ و ــﻫﻴﺒﺮﻳﺪﻳﺰاﺳﻴﻮن ﻣﺴﺘﻘﻴ 
ﻲ ﺑـﺎ ـﻞ ﺗﻮﺟﻬــﻮر ﻗﺎﺑــﻫﺎي ﺑﺎﻟﻴﻨﻲ ﺑﻪ ﻃ ر ﻧﻤﻮﻧﻪ دAND VBH
ﺑﻬﺒﻮد ﻳﺎﻓﺘـﻪ و اﻳـﻦ آزﻣـﺎﻳﺶ، ﺻـﺤﺖ  RCP emit-laeR ورود
ﻧـﺴﺒﺖ ﺑـﻪ روﺷـﻬﺎي دﻳﮕـﺮ  ANDﺗﺮي در ﺗﻌﻴـﻴﻦ ﻣﻘـﺪار  ﺑﻴﺶ
، RCP emit-laeRﻫـﺎ ﺑـﺎ روش  ﺑﺮاي ارزﻳﺎﺑﻲ ﻛﻤﻲ ﻧﻤﻮﻧﻪ. دارد
ﻫـﺎ را ﻧﻴﺎز ﺑﻪ اﺳﺘﺎﻧﺪارد وﺟﻮد دارد ﻛﻪ ﺑﺘﻮان ﻣﻘﺪار ﻛﻤﻲ ﻧﻤﻮﻧﻪ 
  (11و 01).اﺳﺎس ﻣﻨﺤﻨﻲ اﺳﺘﺎﻧﺪارد ﻣﺸﺨﺺ ﻧﻤﻮدﺑﺮ
    ﻫـﺪف از اﻳـﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ، ﻛﻠﻮﻧﻴﻨـﮓ و ﺷﻨﺎﺳـﺎﻳﻲ ژن ﻛﺪﻛﻨﻨـﺪه 
 اﺳﺖ ﺗـﺎ ﺑـﺎ ﺗﻮﻟﻴـﺪ اﻧﺒـﻮه Bژن ﺳﻄﺤﻲ وﻳﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴﺖ  ﻲــآﻧﺘ
ژن ﻣـﻮرد ﻧﻈـﺮ ﺑ ـﺎ اﻧ ـﺪازه ﻳﻜـﺴﺎن، ﺑﺘـﻮان از آن ﺑـﻪ ﻋﻨ ـﻮان 
اﺳ ــﺘﺎﻧﺪارد ﺑ ــﺮاي ﻣﺤﺎﺳ ــﺒﻪ ﺗﻌ ــﺪاد ﻛﭙ ــﻲ ژﻧ ــﻮم وﻳ ــﺮوس در 
ﺑﻬـﺮه  RCP emit-laeR ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از دﺳﺘﮕﺎه ﻫﺎي ﺑﺎﻟﻴﻨﻲ ﻧﻤﻮﻧﻪ
   . ﺑﺮد
  
  روش ﺑﺮرﺳﻲ
، ANDﺑﺮاي ﺗﺨﻠـﻴﺺ . ﺑﺎﺷﺪ    اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ از ﻧﻮع ﺗﻮﺻﻴﻔﻲ ﻣﻲ 
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ ﺑـﺎﻓﺮ ﻟﻴـﺰ 02 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ ﻧﻤﻮﻧـﻪ ﺳـﺮم، 02اﺑﺘﺪا ﺑﻪ 
ﻣـﻮﻻر، ﺳـﺪﻳﻢ  ﻠـﻲﻴ ﻣ01ﻛﻨﻨـﺪه ﺣـﺎوي ﺗـﺮﻳﺲ ـ ﻫﻴﺪروﻛﻠﺮﻳـﺪ 
ﻚ اﺳـﻴﺪ ﻳـﻚ آﻣـﻴﻦ ﺗﺘﺮااﺳـﺘﻴ  اﺗـﻴﻠﻦ دي،%2دوﺳـﻴﻞ ﺳـﻮﻟﻔﺎت 
 اﺿـﺎﻓﻪ Kﻟﻴﺘﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﺎز  ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم در ﻣﻴﻠﻲ 005ﻣﻮﻻر و  ﻣﻴﻠﻲ
  زﻫﺮه ﺷﺮﻳﻔﻲ و ﻫﻤﻜﺎراندﻛﺘﺮ                                                        در اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻮﻟﻲBژن ﺳﻄﺤﻲ وﻳﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴﺖ  ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﻛﺪﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ
111ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ اﻳﺮان                                                                                                    6831 ﭘﺎﻳﻴﺰ/ 65ﺷﻤﺎره / دﻫﻢﭼﻬﺎردوره 
 06 ﺳـﺎﻋﺖ در دﻣـﺎي 2ﺷﺪ، ﭘﺲ از ﻣﺨﻠﻮط ﻛـﺮدن، ﺑـﻪ ﻣـﺪت 
ﺑﻪ روش ﻓﻨـﻞ  ANDاﺳﺘﺨﺮاج . ﮔﺮاد اﻧﻜﻮﺑﻪ ﮔﺮدﻳﺪدرﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 
  (21).و ﻛﻠﺮوﻓﺮم اﻧﺠﺎم ﺷﺪ
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ 5 و ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از RCPﺑـﺎ روش  AND    ﺗﻜﺜﻴﺮ 
ﻣـﺮاز،  ﭘﻠﻲ ANDqaTﻣﻮﻻر  ﻣﻴﻠﻲ 1، RCPﺮ ﻏﻠﻈﺖ  ﺑﺮاﺑ 01ﺑﺎﻓﺮ 
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ 0/5ﻣـﻮﻻر،  ﻣﻴﻠـﻲ 05 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﻛﻠﺮﻳﺪ ﻣﻨﻴـﺰﻳﻢ 1/5
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـ ــﺮ از ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫـ ــﺎي 0/5 وﻣـ ــﻮﻻر   ﻣﻴﻠـ ــﻲ01 PTNd
 1/دﻧـﺎﺗﻮره ﺷـﺪن )  ﭘﻴﻜﻮﻣـﻮﻻر و ﻃﺒـﻖ ﺑﺮﻧﺎﻣـﻪ 01اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ 
 ﺛﺎﻧﻴﻪ در 03ﮔﺮاد، اﺗﺼﺎل ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 49دﻗﻴﻘﻪ در 
 27ﻪ در ــ ـﻣﺮﻳـﺰه ﺷـﺪن ﻳـﻚ دﻗﻴﻘ ﮔﺮاد و ﭘﻠـﻲ رﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ  د 65
 27 دﻗﻴﻘـﻪ در 01ﻣﺮﻳـﺰه ﺷـﺪن ﻧﻬـﺎﻳﻲ  ﭘﻠـﻲ ،ﮔـﺮاد درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 
ﺑﺮاي ﺑﺮرﺳـﻲ . ﺮﻣﺎل ﺳﺎﻳﻜﻠﺮ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ در ﺗ ( ﮔﺮاددرﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 
  . ، از روش ژل اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪRCPﻣﺤﺼﻮل 
ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﻛﻴـﺖ  RCP     ﺑﺮاي واﻛﻨﺶ اﺗـﺼﺎل، ﻣﺤـﺼﻮل 
ﺑـﺮاي . ﺳﺎزي ﺷـﺪ  ﺧﺎﻟﺺ، ehcoRtik noitacifrup erup hgiH
( ﻓﺮﻣﻨﺘ ــﺎس)TR75ZTp، از ﻛﻠﻮﻧﻴﻨ ــﮓ وﻛﺘ ــﻮر Sﻛﻠﻮﻧﻴﻨ ــﮓ ژن 
 واﺣﺪ از آﻧـﺰﻳﻢ 1-5واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از . اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ 
 51 ﺣـﺪود ، ﺑﺮاﺑـﺮ ﻏﻠﻈـﺖ 01 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ 3 ، ﻟﻴﮕﺎز AND4T
  ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪيAND ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ 3و  RCP  ﻣﺤـﺼﻮلﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ
ﺳـﭙﺲ .  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ اﻧﺠـﺎم ﺷـﺪ03 ﺑـﻪ ﺣﺠـﻢ ﻧﻬـﺎﻳﻲ (rotcev)
ﮔـﺮاد  درﺟـﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ 22 ﺳﺎﻋﺖ در دﻣـﺎي 41-61ﻣﺨﻠﻮط ﻓﻮق 
 ANDدر ﺟﺎﻳﮕ ــﺎه ﻛﻠﻮﻧﻴﻨ ــﮓ  RCPﻣﺤــﺼﻮل . اﻧﻜﻮﺑ ــﻪ ﮔﺮدﻳ ــﺪ 
ﻣﺤ ــﺼﻮل . ﻛﻠ ــﻮن ﺷ ــﺪ  TR75ZTpﭘﻼﺳ ــﻤﻴﺪي، در ﭘﻼﺳ ــﻤﻴﺪ 
ﺑﺮاي  .ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷﺪ  1GT ﺳﻮﻳﻪ iloc.Eواﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل، ﺑﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي 
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ از واﻛـﻨﺶ 5-01ﺑﺎﻛﺘﺮي، اﻧﺘﻘﺎل ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﻪ درون 
ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻣﺴﺘﻌﺪ، اﺿﺎﻓﻪ و ﺑﻪ آراﻣـﻲ ﺑـﺎ ﻫـﻢ ( noitagil)اﺗﺼﺎل
ﺑـﻪ .  دﻗﻴﻘـﻪ در ﻳـﺦ ﮔﺬاﺷـﺘﻪ ﺷـﺪ 03ﻣﺨﻠﻮط ﮔﺮدﻳﺪ و ﺑﻪ ﻣـﺪت 
 ﺛﺎﻧﻴـﻪ 09ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 24ﻣﺨﻠﻮط ﻓﻮق در دﻣﺎي 
ﺷــﻮك ﺣﺮارﺗ ــﻲ داده ﺷــﺪ و ﺑﻼﻓﺎﺻــﻠﻪ ﺑ ــﺮ روي ﻳ ــﺦ ﻣﻨﺘﻘ ــﻞ 
   (31).ﮔﺮدﻳﺪ
ﻫـﺎي  ﻫﺎي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، ﻛﻠﻨﻲاﻧﺘﺨﺎب ﻛﻠﻮن     ﺑﺮاي 
ﻳـﻚ ﻛﻠﻨـﻲ ﺳـﻔﻴﺪ . ﺳـﻔﻴﺪ و آﺑـﻲ ﻣـﻮرد ﺑﺮرﺳـﻲ ﻗـﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨـﺪ 
ﻛـﺸﺖ داده ﺷـﺪ و ( B.L)ﻟﻴﺘﺮ ﻣﺤﻴﻂ ﻟﻮرﻳـﺎ  ﻣﻴﻠﻲ 01ﺑﺎﻛﺘﺮي در 
 درﺟـﻪ 73ﺑﻪ ﺻﻮرت ﺷﺒﺎﻧﻪ در اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺷﻴﻜﺮدار در دﻣـﺎي 
ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﺑـﻪ روش ﻟﻴـﺰ  AND. ﮔـﺮاد ﻗـﺮار داده ﺷـﺪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ
. اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪ( noitcartxe AND dimsalP perP-iniM)ﻗﻠﻴﺎﻳﻲ
 RCP، از روش B وﻳـﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴـﺖ Sﺑﺮاي ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن 
 .ﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ژن و ﺑـﺮش آﻧﺰﻳﻤـﻲ اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪ 
، از روش ﺑـﺮش آﻧﺰﻳﻤـﻲ ﺑـﺮ روي Sﺑﺮاي ﺗﺄﻳﻴـﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨـﮓ ژن 
 3 ﻣﻘـﺪار ،ﺑـﺮاي اﻧﺠـﺎم واﻛـﻨﺶ . ﭘﻼﺳﻤﻴﺪي اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ  AND
ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪي  AND ﻣﻴﻜﺮوﮔـﺮم از 1-3، 01Xز ﺑﺎﻓﺮ ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ا 
 ﻣﺨﻠﻮط ﮔﺮدﻳﺪ و ﺑﺎ آب ﻣﻘﻄﺮ ﺑـﻪ IIIdniHو ﻳﻚ واﺣﺪ از آﻧﺰﻳﻢ 
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ رﺳﺎﻧﺪه ﺷﺪ و ﭘﺲ از ﻣﺨﻠـﻮط ﻛـﺮدن، ﺑـﻪ 03ﺣﺠﻢ 
ﮔـﺮاد  درﺟـﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ 73 ﺳﺎﻋﺖ ﻳﺎ ﻳﻚ ﺷﺐ در دﻣﺎي 1-2ﻣﺪت 
، ﺑﺮﻳـﺪه و IIIdniHﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ . اﻧﻜﻮﺑﻪ ﺷﺪ 
 ﻛﻨﺎر ﻣـﺎرﻛﺮ ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ژل آﮔـﺎرز، اﻟﻜﺘﺮوﻓـﻮرز ﺳﭙﺲ در 
  . ﺑﺮاي ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻧﻬﺎﻳﻲ، ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﺷﺪ. ﺷﺪ
ﺑﺮاي ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﭘﺎراﻣﺘﺮ ﭘﺎﻳﺪاري ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪي، درﺻـﺪ ﻧـﺴﺒﺖ     
ﺑﻴﻮﺗﻴـﻚ ﺑـﺮ ﺗﻌـﺪاد ﻫﺎ ﺑﺮ روي ﻣﺤـﻴﻂ ﺣـﺎوي آﻧﺘـﻲ ﺗﻌﺪاد ﻛﻠﻨﻲ 
 tز آزﻣﻮن ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده ا ﻫﺎ ﺑﺮ روي ﻣﺤﻴﻂ ﻓﺎﻗﺪ آﻧﺘﻲ  ﻛﻠﻨﻲ
  .ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﮔﺮدﻳﺪ
ﺑﺮاﺳــﺎس ﺳــﻨﺘﺰ ﻧــﺎﻗﺺ  AND    ﺗﻌﻴــﻴﻦ ﺗــﻮاﻟﻲ ﻣﻮﻟﻜــﻮل 
ﻫـﺎي ﺑﺮاي ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗـﻮاﻟﻲ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴـﺪ . ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ ANDﻫﺎي  رﺷﺘﻪ
ژن ﻛﻠﻮن ﺷﺪه، ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ ﻛـﺸﺖ داده 
ﺷﺪ و ﻋﺎري از ﻫﺮ ﮔﻮﻧﻪ آﻟﻮدﮔﻲ اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪ و ﺗﻮﺳﻂ روش 
 ﺗﻌﻴـﻴﻦ ،ﺋﻮرﺳـﻨﺖ ﻧـﺸﺎﻧﺪار ﺑـﺎ رﻧـﮓ ﻓﻠﻮ  ANDزﻧﺠﻴـﺮه ﺧﺎﺗﻤﻪ 
   (.آوران ﺗﻮﺳﻂ ﺷﺮﻛﺖ ژن ﻓﻦ)ﺗﻮاﻟﻲ ﺷﺪ
  
  ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
وﻳﺮوﺳـﻲ وﺑـﻪ ﻛﻤـﻚ آﻏﺎزﮔﺮﻫـﺎي  AND    ﭘﺲ از اﺳـﺘﺨﺮاج 
 RCPﻣﺤـﺼﻮل . ﺗﻜﺜﻴـﺮ ﺷـﺪ  RCP ﺑﺎ روش Sاﺧﺘﺼﺎﺻﻲ، ژن 
ﻣـﻮرد % 1در ﻛﻨﺎر ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ ﺑـﺮ روي ژل آﮔـﺎرز 
 ﻣﺸﺎﻫﺪه 1 ﻛﻪ در ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره  ﮔﻮﻧﻪ ﻫﻤﺎن. ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ 
 و ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫـﺎي اﺧﺘـﺼﺎﺻﻲ Sﺮدد، ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑـﻪ ﺗـﻮاﻟﻲ ژن ﮔ ﻣﻲ
 و drawrof pb 12CCAGGATCCTTAGGACTACAC
 و esrever pb02 CCACTCACTAACCTCCCAAC
 ﺟﻔـﺖ ﺑـﺎز، 05ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﻣـﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ 
  .  ﺟﻔﺖ ﺑﺎز ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺷﺪ571، RCPاﻧﺪازه ﻣﺤﺼﻮل 
   ﺷﺮﻳﻔﻲ و ﻫﻤﻜﺎرانزﻫﺮهدﻛﺘﺮ                                                        در اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻮﻟﻲBژن ﺳﻄﺤﻲ وﻳﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴﺖ  ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﻛﺪﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ
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 ﺑﺮ VBH وﻳﺮوس S، ژن RCPاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل  -1ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
 ﺟﻔﺖ 05 ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ 1ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره %. 1روي ژل آﮔﺎر 
 ﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي S، ژن RCP ﻣﺤﺼﻮل 2ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره (. ﻓﺮﻣﻨﺘﺎس)ﺑﺎز
  .  ﺟﻔﺖ ﺑﺎز ﻃﻮل دارد571ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ  اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ژن ﻣﻲ
  
ﻫــﺎي ﺣــﺎوي ﭘﻼﺳــﻤﻴﺪ ﻧ ــﻮ ﺗﺮﻛﻴ ــﺐ،     ﺟﻬــﺖ اﻧﺘﺨــﺎب ﻛﻠ ــﻮن 
ﻫـﺎي  ﺖـــﺮ روي ﭘﻠﻴـا ﺑـﺪـــاﺑﺘ( noitagiL)ﺎلــﻣﺤـﺼﻮل اﺗـﺼ
 اﻳﺰوﭘﺮوﭘﻴـﻞ ـ ﺪهﺳﻴﻠﻴــﻦ، اﻟﻘﺎء ﻛﻨﻨــ ﺑﻴﻮﺗﻴــﻚ آﻣﭙﻲ ﻧﺘﻲﺣﺎوي آ
-D-ateB-lyporposI=GTPI)ﺑﺘـﺎ ـ دي ـ ﺗﻴﻮﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘﻴﺮاﻧﻮزﻳـﺪ 
 4- omorb-5)laG-Xو ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي ( edisonarypotcalagoiht
    ـ5()edisonarypotcalag-D -ateb-lylodni -3 -orolhc-
ـѧѧѧ  دي ـѧѧѧﺎ ـﺑﺘـ ـــѧѧѧ ﻞ ـاﻳﻨﺪوﻟﻴـ ــ ـ 3ﺮو ـ ـﻛﻠـ ــ4ﻮ ـ ــ ـــﺑﺮﻣ
ﻞ ـﻫﺎ از ﻧﻈـﺮ ﺗـﺸﻜﻴ  ﭘﻠﻴﺖ. ﺪـﺖ داده ﺷ ــ ﻛﺸ (ﺪـﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘﻴﺮاﻧﻮزﻳ
ﺷـﻜﻞ )ﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨـﺪ ــ ـﻲ ﻗ ــ ـﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ و آﺑـﻲ ﻣـﻮرد ﺑﺮرﺳ  ﻛﻠﻨﻲ
   .(2ﺷﻤﺎره 
ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ ﻫﻤـﺮاه ﺑـﺎ     ﺟﻬﺖ ﺑﺮرﺳﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، ﻛﻠﻨﻲ 
 BLﻳﻚ ﻛﻠﻨﻲ آﺑﻲ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻛﻨﺘﺮل، اﻧﺘﺨـﺎب و ﺑـﺮ روي ﻣﺤـﻴﻂ 
 ﭘﻼﺳــﻤﻴﺪي AND.  آﻣﭙ ــﻲ ﺳــﻴﻠﻴﻦ ﻛ ــﺸﺖ داده ﺷــﺪﻧﺪ ﺣــﺎوي
ﻫﺎ ﺑﻪ روش ﻟﻴﺰﻗﻠﻴﺎﻳﻲ، اﺳﺘﺨﺮاج و ﺑـﺮ روي ژل آﮔـﺎرز  ﺑﺎﻛﺘﺮي
ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪﻫﺎﻳﻲ ﻛـﻪ ﻧـﺴﺒﺖ ﺑـﻪ  AND. اﻟﻜﺘﺮوﻓـﻮرز ﮔﺮدﻳـﺪ% 1
وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ( ﺑﺪون ﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎرﺟﻲ  R75-ZTpﭘﻼﺳﻤﻴﺪ )ﻛﻨﺘﺮل
ﺑﺎﻻﺗﺮي داﺷﺘﻨﺪ، اﻧﺘﺨﺎب و ﺑﺎ روﺷـﻬﺎي دﻳﮕـﺮ ﻣـﻮرد ﺑﺮرﺳـﻲ 
    .ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ
  
  
  
  
  
  
  
  
  
ﻫﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮي داراي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  ﭘﻠﻴﺖ ﺣﺎوي ﻛﻠﻨﻲ -2ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮي درﻳﺎﻓﺖ ﻛﻨﻨﺪه ﻣﺤﺼﻮل (. ﻛﻠﻨﻲ ﺳﻔﻴﺪ رﻧﮓ)ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ
ﺳﻴﻠﻴﻦ،   آﮔﺎر ﺣﺎوي آﻣﭙﻲB.Lﺑﺮ روي ﻣﺤﻴﻂ ( noitagiL)واﻛﻨﺶ اﺗﺼﺎل
ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  ﻛﻠﻨﻲ.  ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪﻧﺪlaG-X و GTPI
ﻫﺎي آﺑﻲ،  ﻛﻠﻨﻲ.  در آﻧﻬﺎ ﻛﻠﻮن ﺷﺪه اﺳﺖS ﻛﻪ ژن ﺑﺎﺷﻨﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻣﻲ
  . ﺑﺎﺷﻨﺪ ﻛﻪ ﻓﺎﻗﺪ ﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎرﺟﻲ اﺳﺖ  ﻣﻲR75-ZTpﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
  
، (ﻛﻠﻨﻲ ﺳﻔﻴﺪ )ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  در ﻛﻠﻮن S    ﺑﺮاي ﺗﺎﻳﻴﺪ ورود ژن 
.  اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪ S ﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ژن RCPاز روش 
ﺗﺮﻛﻴـﺐ، ﺑـﺎ آب ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪي اﺳـﺘﺨﺮاج ﺷـﺪه از ﻛﻠـﻮن ﻧﻮ  AND
آﻧﮕﺎه ﺑـﻪ ﻛﻤـﻚ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫـﺎي . ﻘﻄﺮ ﺑﻪ رﻗﺖ ﻣﻨﺎﺳﺐ رﺳﺎﻧﺪه ﺷﺪ ﻣ
ﻫﻤﺎﻧﻄﻮر ﻛﻪ در  .اﻧﺠﺎم ﮔﺮدﻳﺪ  RCP، واﻛﻨﺶ Sاﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ژن 
، 1-3ﻫـﺎي ﺷـﻤﺎره ﺷـﻮد، ﺳـﺘﻮن  ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣـﻲ 3ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
 S ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺎوي ژن AND ﺑﺮ روي RCPﻣﺤﺼﻮل 
ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ اﻧﺠـﺎم ﺷـﺪه  ﻣﻲ
 ANDﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ ( 4ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره )ر ﻛﻨﺎر اﺳﺖ و د 
  .  ﺟﻔﺖ ﺑﺎز ﻃﻮل دارد571، (ﻓﺮﻣﻨﺘﺎس ﺑﺎز  ﺟﻔﺖ001)
 در S، وﺟـﻮد ژن RCPﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ ﻛﻪ ﺑﺎ روش    از ﻣﻴﺎن ﻛﻠﻮن 
ﻫﺎي ﺑـﺮش ﭘﻼﺳﻤﻴﺪي آﻧﻬﺎ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ  ANDآﻧﻬﺎ ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺷﺪه ﺑﻮد، 
ﻣﻜـﺎن ﺷﻨﺎﺳـﺎﻳﻲ ﺟﻬـﺖ ، Sدر ژن . ﺑﺮﻳﺪه ﺷﺪ، III dniHدﻫﻨﺪه 
ﻮد ﻧـﺪارد و در ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ، ﻓﻘـﻂ ﻳـﻚ ــ ـﺮش دﻫﻨـﺪه وﺟ آﻧﺰﻳﻢ ﺑ ـ
ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺟﻬﺖ ﺷﻨﺎﺳـﺎﻳﻲ آﻧـﺰﻳﻢ وﺟـﻮد دارد؛ ﺑﻨـﺎﺑﺮاﻳﻦ در اﺛـﺮ 
 Sﺑﺮش ﺑﺎ اﻳﻦ آﻧﺰﻳﻢ، ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫــﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ ﻛـﻪ ﺣـﺎوي ژن 
ﺑﺎﺷﻨﺪ ﺑﻪ اﻧﺪازه ﻗﻄﻌﻪ ژن ﺧﺎرﺟﻲ ﻧـﺴﺒﺖ ﺑـﻪ ﻛﻨﺘـﺮل ﻳﻌﻨـﻲ  ﻣﻲ
اﻧـﺪ، وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ  را درﻳﺎﻓـﺖ ﻧﻜـﺮده Sﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎﻳﻲ ﻛﻪ ژن 
  .ﺗﺮي دارﻧﺪﺑﺎﻻ
  زﻫﺮه ﺷﺮﻳﻔﻲ و ﻫﻤﻜﺎراندﻛﺘﺮ                                                        در اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻮﻟﻲBژن ﺳﻄﺤﻲ وﻳﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴﺖ  ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﻛﺪﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ
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ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺮ   ﻛﻠﻮنRCPاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل  -3ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
 ﺑﺮ روي RCP، ﻣﺤﺼﻮل 1-3ﻫﺎي ﺷﻤﺎره  ﺳﺘﻮن%. 1روي ژل آﮔﺎرز 
ﺑﺎﺷﻨﺪ ﻛﻪ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از   ﻣﻲS ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺎوي ژن AND
ﺳﺘﻮن .  ﺟﻔﺖ ﺑﺎز ﻃﻮل دارد571ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ اﻧﺠﺎم ﺷﺪه اﺳﺖ و 
( ﻓﺮﻣﻨﺘﺎس) ﺟﻔﺖ ﺑﺎز001 ANDﻲ ــﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟـ ﻣﺎرﻛ4ﺷﻤﺎره 
  . ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ
  
ﮔـﺮدد، ﺳـﺘﻮن  ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﻲ 4ﻮر ﻛﻪ در ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره ـ    ﻫﻤﺎﻧﻄ
 Sﭘﻼﺳــﻤﻴﺪ ﻛﻠــﻮن ﻧﻮﺗﺮﻛﻴــﺐ ﺣــﺎوي ژن  AND، 4ﺷــﻤﺎره 
 ﺟﻔﺖ ﺑﺎز ﻃـﻮل 1603ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ ﺑﺮﻳﺪه ﺷﺪه اﺳﺖ و  ﻣﻲ
 R75-ZTp ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ AND، 2دارد، در ﻣﻘﺎﺑﻞ، ﺳـﺘﻮن ﺷـﻤﺎره 
 6882ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ ﺑﺮﻳﺪه ﺷـﺪه و ﺑﺪون ﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎرﺟﻲ ﻣﻲ 
      .ﺟﻔﺖ ﺑﺎز ﻃﻮل دارد
 R75-ZTpﻛـﻪ در ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ  B وﻳﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴﺖ Sﺗﻮاﻟﻲ ژن     
ﻛﻠﻮن ﺷﺪه ﺑﻮد، ﺗﻮﺳﻂ روش ﺧﺎﺗﻤـﻪ زﻧﺠﻴـﺮه ﺗﻮﺳـﻂ ﺷـﺮﻛﺖ 
، ﺑـﺎ gnicneuqeSﺗـﻮاﻟﻲ ﺣﺎﺻـﻞ از . آوران ﺗﻌﻴـﻴﻦ ﺷـﺪ ژن ﻓﻦ 
ﻫﺎي ﻣﻮﺟـﻮد در ﺑﺎﻧـﻚ ژﻧـﻲ  اﻟﻲ، ﺑﺎ ﺗﻮ tsalBاﺳﺘﻔﺎده از ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ 
ﺑـﺎز از  ﺟﻔﺖ 571ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ و آﺷﻜﺎر ﮔﺮدﻳﺪ ﻛﻪ 
در اﻳـﻦ ( S)Bژن ﺳـﻄﺤﻲ وﻳـﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴـﺖ ژن ﻛﺪ ﻛﻨﻨﺪه آﻧﺘﻲ 
ﻃﻲ ﻓﻮاﺻﻞ زﻣﺎﻧﻲ ﻣﻌﻴﻦ، ﺑﺎﻛﺘﺮي . ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻛﻠﻮن ﮔﺮدﻳﺪه اﺳﺖ 
ﻫـﺎي ﺣـﺎوي ﻣﺤـﻴﻂ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، ﺑﺮ روي ﭘﻠﻴـﺖ ﺣﺎوي ﻛﻠﻮن 
ﺳـﻴﻠﻴﻦ ﻛـﺸﺖ داده ﺷـﺪ و ﻴـﻚ آﻣﭙـﻲ ﺑﻴﻮﺗﻟﻮرﻳﺎ ﺑﺎ و ﺑﺪون آﻧﺘﻲ 
ﮔـﺮاد ﺑـﻪ ﻣـﺪت  درﺟﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ 73ﭘﺲ از اﻧﻜﻮﺑﺎﺳﻴﻮن در دﻣﺎي 
 ﺗﺎ 001ﻫﺎ ﻛﻪ ﺣﺪود ﻫﺎ ﺑﺮ روي ﭘﻠﻴﺖ  ﺳﺎﻋﺖ، ﺗﻌﺪاد ﻛﻠﻨﻲ 21-61
ﻫـﺎي  ﻛﻠﻨﻲ ﺑﻮدﻧﺪ، ﺷﻤﺎرش ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ و ﻣﻴﺎﻧﮕﻴﻦ ﺗﻌﺪاد ﻛﻠﻨﻲ 053
  .ﺷﻤﺎرش ﺷﺪه ﺑﺮ روي ﺳﻪ ﭘﻠﻴﺖ، ﻣﺒﻨﺎي ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ و ANDاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ  -4ﻞ ﺷﻤﺎره ﺷﻜ
، 1ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره %. 1 ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎرز Sﻛﻠﻮن ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺎوي ژن 
 ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻛﻪ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ AND، 2ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره .  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺮﻳﺪه ﻧﺸﺪهAND
 ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ AND، 3ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره .  ﺟﻔﺖ ﺑﺎز ﻃﻮل دارد6882ﺑﺮﻳﺪه ﺷﺪه و 
 ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻛﻪ ﺑﺎ AND، 4ن ﺷﻤﺎره ﺳﺘﻮ. ﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺮﻳﺪه ﻧﺸﺪهﻧﻮ
، 5ﺳﺘﻮن ﺷﻤﺎره .  ﺟﻔﺖ ﺑﺎز ﻃﻮل دارد1603آﻧﺰﻳﻢ ﺑﺮﻳﺪه ﺷﺪه اﺳﺖ و 
  . ﻣﺎرﻛﺮ وزن ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ اﺳﺖ
  
  ﺑﺤﺚ
 ﻫﺎي ژﻧﻮﻣﻲ از ﻗﺒﻴـﻞ ﮔﻴﺮي ﻛﻤﻲ ﻫﺪف     ﺑﻄﻮر ﻛﻠﻲ ﺑﺮاي اﻧﺪازه 
، ﻳـﻚ اﺳـﺘﺎﻧﺪارد ﻣﻌﺘﺒـﺮ و ﺻـﺤﻴﺢ ﻻزم VBH ژﻧـﻮﻣﻲ AND
ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻳـﺎ  AND اﻏﻠـﺐ ،ANDﺑﺮاي ﺗﻬﻴـﻪ اﺳـﺘﺎﻧﺪارد . اﺳﺖ
، اﻧﺘﺨﺎب اول ﻫﺴﺘﻨﺪ، ﭼﻮن ﺗﻬﻴـﻪ آﻧﻬـﺎ ﺳـﺎده و RCPﻣﺤﺼﻮل 
اوﻟـﻴﻦ ﻣﺮﺣﻠـﻪ در ﺗﻬﻴـﻪ اﺳـﺘﺎﻧﺪارد، داﺷـﺘﻦ . ﺑﺎﺷـﺪ آﺳـﺎن ﻣـﻲ
ﺑﺎﺷـﺪ ﻛـﻪ در اي ﻳﻜﺴﺎن و ﻳﻜﻨﻮاﺧﺖ از ژﻧﻮم وﻳﺮوس ﻣﻲ  ﻗﻄﻌﻪ
ﺗﻤﺎم ﻣﻮارد آزﻣﺎﻳﺶ ﺑـﻪ ﻃـﻮر ﺛﺎﺑـﺖ در واﻛـﻨﺶ وارد ﺷـﺪه و 
 ﻧﻈـﺮ در وﻛﺘﻮرﻫـﺎي ﻛﻠﻮﻧﻴﻨـﮓ ﻗﻄﻌـﻪ ژﻧـﻲ ﻣـﻮرد . ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﻮد 
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪي و ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻳﻜـﺴﺎن و اﻧﺒـﻮه ژن، ﺑﻬﺘـﺮﻳﻦ روش ﺑـﺮاي 
 اﻳـﻦ .اﺳـﺖ RCP emit-laeRﺗﻬﻴـﻪ اﺳـﺘﺎﻧﺪارد ﺟﻬـﺖ واﻛـﻨﺶ 
 RCPروش داراي ﻣﺰاﻳﺎﻳﻲ ﺑﺮ اﺳـﺘﻔﺎده از ﺗﻜﺜﻴـﺮ ژن ﺑـﺎ روش 
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، اﺣﺘﻤـﺎل وﺟـﻮد ﻗﻄﻌـﺎت ژﻧـﻲ ﺑ ـﺎ RCPدر روش . ﺑﺎﺷـﺪ ﻣـﻲ
 ﻣﻨﻔـﻲ در ﺗﻬﻴـﻪ ﺗﻮاﻧﺪ اﺛـﺮ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ وﺟﻮد دارد ﻛﻪ ﻣﻲ  اﻧﺪازه
اﺳﺘﺎﻧﺪارد داﺷﺘﻪ ﺑﺎﺷﺪ، ﺑﻌﻼوه در روش ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ، ﺗﻮﻟﻴﺪ اﻧﺒـﻮه 
ﭘـﺬﻳﺮد و ﻓﻘـﻂ ﺑـﺎ ﺗﺮ ﺻﻮرت ﻣﻲ ﺗﺮ و ارزان  آﺳﺎن ،ﻗﻄﻌﺎت ژﻧﻲ 
ﺗـﻮان ﻛـﺸﺖ ﻛﻠـﻮﻧﻲ ﺑـﺎﻛﺘﺮي ﺣـﺎوي ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ ﻣـﻲ 
ﺐ را ﺧﺎﻟﺺ ﺳـﺎﺧﺖ و ﻣـﻮرد اﺳـﺘﻔﺎده ﻗـﺮار ـﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴ 
  . داد
ﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ژن وﻳﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴﺖ ﻫ از اﻧﺪازه ،    ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻣﺨﺘﻠﻒ 
 و وﻛﺘﻮرﻫـﺎي ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪي ﻣﺨﺘﻠـﻒ ﺑـﺮاي ﺗﻬﻴـﻪ اﺳـﺘﺎﻧﺪارد B
 در ﻣﻄﺎﻟﻌ ــﻪ ﺧ ــﻮد، از (41)و ﻫﻤﻜ ــﺎران SAP. اﺳ ــﺘﻔﺎده ﻛﺮدﻧ ــﺪ 
 ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان وﻛﺘـﻮر اﺳـﺘﻔﺎده ﻛﺮدﻧـﺪ، آﻧﻬـﺎ 223RBPﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ 
 را ﺑـﻪ درون اﻳـﻦ ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ VBH ﺟﻔﺖ ﺑﺎز از ژﻧﻮم 3/2×301
ﻲ در ـ ـــﺘﺎﻧﺪارد ﺧﺎرﺟﻮان اﺳـــ ـــﻛﻠ ــﻮن ﻛ ــﺮده و از آن ﺑ ــﻪ ﻋﻨ 
آﻧﻬ ــﺎ ﺑ ــﺮاي  (41). اﺳ ــﺘﻔﺎده ﻛﺮدﻧ ــﺪ RCP emit-laeRواﻛ ــﻨﺶ 
 ﻣﻨﺤﻨـﻲ اﺳـﺘﺎﻧﺪارد ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪي ،اﺳﺘﺎﻧﺪارد ﻛﺮدن آزﻣﺎﻳﺶ ﺧﻮد 
ﻟﻴﺘﺮ رﺳﻢ ﻛﺮدﻧﺪ و ﺑﺮاي  ﻛﭙﻲ در ﻣﻴﻠﻲ 373-7×601را در داﻣﻨﻪ 
ﭘﻼﺳــﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴــﺐ، از ﭘﺎﻧــﻞ ( noitadilav)ﻣﻌﺘﺒــﺮ ﺳــﺎزي
  . ده ﻛﺮدﻧﺪاﺳﺘﻔﺎ( lortnoc ytilauq lariV)CQV
 را ﺑﻪ VBH ﺟﻔﺖ ﺑﺎز از ژن 371 ﺣﺪود (51)و ﻫﻤﻜﺎران  beL    
ﻛ ــﻪ ﻳ ــﻚ وﻛﺘ ــﻮر )OPOT-11RCPداﺧــﻞ وﻛﺘ ــﻮر ﭘﻼﺳــﻤﻴﺪي 
آﻧﻬ ــﺎ ﭘﻼﺳ ــﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴ ــﺐ را . ﻛﻠ ــﻮن ﻛﺮدﻧ ــﺪ ( ﺗﺠ ــﺎرﺗﻲ اﺳــﺖ 
ﺑﺮش دادﻧـﺪ ﺗـﺎ  III dniHﺳﺎزي ﻛﺮده و ﺳﭙﺲ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ  ﺧﺎﻟﺺ
را ﺑـﺎ روش  ANDﺑـﻪ ﺻـﻮرت ﺧﻄـﻲ در آﻳـﺪ، ﺳـﭙﺲ ﻏﻠﻈـﺖ 
، CQVﻫـﺎي ﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮي ﺗﻌﻴـﻴﻦ ﻛـﺮده و ﺑـﻪ ﻛﻤـﻚ ﭘﺎﻧـﻞ اﺳﭙﻜ
  (51).ﻣﻨﺤﻨﻲ اﺳﺘﺎﻧﺪارد آن را رﺳﻢ ﻧﻤﻮدﻧﺪ
، از VBH ﺑـ ــﺮاي ﺗﻬﻴـ ــﻪ اﺳـ ــﺘﺎﻧﺪارد (61)و ﻫﻤﻜـ ــﺎران muS    
 111ﺑﻪ ﻋﻨﻮان وﻛﺘﻮر اﺳـﺘﻔﺎده ﻛﺮدﻧـﺪ، آﻧﻬـﺎ  31Mﺑﺎﻛﺘﺮﻳﻮﻓﺎژ 
 ژن را 721-461ﻫـﺎي  ﺪ آﻣﻴﻨـﻪـ ﻛـﻪ اﺳﻴـSﺖ ﺑـﺎز از ژن ـﺟﻔـ
 ﻛﻠـﻮن ﻛﺮدﻧـﺪ و ﺑـﻪ داﺧـﻞ ﺳـﻮﻳﻪ 31Mﺷﺪ، در ﻓﺎژ ﺷﺎﻣﻞ ﻣﻲ 
اﺳـﺘﻔﺎده از .  ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻮﻟﻲ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﻧﻤﻮدﻧﺪ MJ101
 در ﺗﻬﻴﻪ اﺳﺘﺎﻧﺪارد ﺧﺎرﺟﻲ، داراي اﻳـﻦ ﻣﺰﻳـﺖ اﺳـﺖ 31Mﻓﺎژ 
ﻻزم ﻧـﺪارد و ﺑﺮاﺳـﺎس ﺗﻌـﺪاد واﺣـﺪﻫﺎي  ANDﻛﻪ اﺳـﺘﺨﺮاج 
ﺗـﻮان ﻣﻘـﺪار ﻛﭙـﻲ ژﻧـﻮم را ﺷـﻤﺎرش ﺗﺸﻜﻴﻞ دﻫﻨﺪه ﭘـﻼك ﻣـﻲ 
  (61).ﻛﺮد
ﺮاي ﺗﻬﻴ ــﻪ اﺳــﺘﺎﻧﺪارد ﺧــﺎرﺟﻲ، از ـ ـــﻪ ﺑـ ـــﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـ ـــ    در اﻳ
 571ﺪود ـﺪ و ﺣــــاﺳـﺘﻔﺎده ﺷ R75ZTpوﻛﺘـﻮر ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪي 
ﻞ وﻛﺘﻮر ﭘﻼﺳﻤﻴﺪي ﻛﻠﻮن ﮔﺮدﻳـﺪ و ــ ﺑﻪ داﺧ Sﺟﻔﺖ ﺑﺎز از ژن 
ﻮرم ــﺗﺮاﻧـﺴﻔ  1GTﻪ ــ ـﻲ ﺳﻮﻳ ــ ـﺑﻪ داﺧﻞ ﺑـﺎﻛﺘﺮي اﺷﺮﺷﻴﺎﻛﻮﻟ 
  .ﺷﺪ
، از ﻃ ــﻮل ﻣﺘﻔ ــﺎوت ژن (61)muS و (41)SAP    در دو ﻣﻄﺎﻟﻌ ــﻪ 
ﺑـﺮاي ﺗﻬﻴـﻪ اﺳـﺘﺎﻧﺪارد اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪه ﺑـﻮد، در ﻫـﺮ دو  VBH
ﻫــﺎ و ﻃــﻲ ﻳــﻚ ﻧﻮﺑــﺖ  ﻣﻄﺎﻟﻌــﻪ ﺗﻐﻴﻴــﺮات ﺑــﻴﻦ آزﻣــﺎﻳﺶ
دار ﻧﺒـﻮد ﻛـﻪ ﻧـﺸﺎن دﻫﻨـﺪه ﻣﻌﻨـﻲ ( yassa retni&artni)ﻛـﺎري 
ﺑﺎﺷﺪ و در ﻫﺮ دو ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ از ﭘﺎﻧﻞ آزﻣﺎﻳﺶ ﻣﻲ ( noisicerp)دﻗﺖ
.  ﺑﺮاي اﺳـﺘﺎﻧﺪاد ﻛـﺮدن ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪﻫﺎ اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪه ﺑـﻮد CQV
 ﻛﭙـﻲ در 001، muSدر آزﻣـﺎﻳﺶ  AND VBH داﻣﻨﻪ ﺳـﻨﺠﺶ 
. ﺑﺎﺷـﺪ ﻟﻴﺘﺮ ﺳﺮم ﺑﻮد ﻛﻪ ﺑﺎﻻﺗﺮﻳﻦ ﺣﺴﺎﺳﻴﺖ را دارا ﻣﻲ ﻫﺮ ﻣﻴﻠﻲ 
 ﻛﭙـﻲ 373-0101، AND VBH، داﻣﻨﻪ ﺳﻨﺠﺶ SAPدر ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ 
ﻟﻴﺘﺮ ﺑﻮد ﻛـﻪ ﻧـﺸﺎن دﻫﻨـﺪه ﺣـﺴﺎﺳﻴﺖ ﺑـﺎﻻي اﻳـﻦ در ﻫﺮ ﻣﻴﻠﻲ 
 ﺑـﻪ ﺗﺮﺗﻴـﺐ از muSو  SAPﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑـﻪ اﻳﻨﻜـﻪ . ﺑﺎﺷﺪروش ﻣﻲ 
 B ﺟﻔﺖ ﺑﺎز، ژﻧﻮم وﻳـﺮوس ﻫﭙﺎﺗﻴـﺖ 111و ﺑﺎز ﻛﻴﻠﻮ ﺟﻔﺖ  3/2
را ﺟﻬﺖ ﺗﻬﻴﻪ اﺳﺘﺎﻧﺪارد ﻛﻠﻮن ﻛﺮدﻧـﺪ، ﻫـﺮ دو ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ از ﻧﻈـﺮ 
، ﺣﺴﺎﺳﻴﺖ، وﻳﮋﮔﻲ و ﺧﻄﻲ ﺑـﻮدن AND VBHﺳﻨﺠﺶ ﻣﻘﺪار 
ﻣﻨﺤﻨﻲ اﺳﺘﺎﻧﺪارد، ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻣﺸﺎﺑﻬﻲ داﺷﺘﻨﺪ؛ ﺑﻪ ﻫﻤﻴﻦ دﻟﻴﻞ در اﻳﻦ 
ﺟﻬ ــﺖ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨ ــﮓ  S VBH ﺟﻔ ــﺖ ﺑ ــﺎز از ژن 571ﻣﻄﺎﻟﻌ ــﻪ از 
   .اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ
    در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﺮاي ﺑﺮرﺳﻲ ﭘﺎﻳﺪاري ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑـﻪ 
 درﺟـﻪ 4و  52، 73ﻋﻨﻮان اﺳﺘﺎﻧﺪارد، ﻛﻠﻨـﻲ ﺑـﺎﻛﺘﺮي در دﻣـﺎي 
 ﺳﺎﻋﺖ اﻧﻜﻮﺑﻪ ﮔﺮدﻳـﺪ، ﺳـﭙﺲ 8و 21 ،42ﮔﺮاد، ﺑﻪ ﻣﺪت  ﺳﺎﻧﺘﻲ
 ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﺷـﺪ و وﺟـﻮد ژﻧـﻮم ، ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ AND
  ﻣـﻮرد ، و ﺑـﺮش آﻧﺰﻳﻤـﻲ RCPوﻳﺮوﺳﻲ در آﻧﻬﺎ ﺑﺎ روﺷـﻬﺎي 
  . ﺑﺮرﺳﻲ و ﺗﺄﻳﻴﺪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
ﺪاري ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ و ﺣـﻀﻮر ــﻲ ﭘﺎﻳ ــﺖ ﺑﺮرﺳ ــﻦ ﺟﻬ ــ    ﻫﻤﭽﻨﻴ
 ﺑـﺎر ﺑـﻪ ﻃـﻮر 01ژن در آن، ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
ﻚ ﻫﻔﺘـﻪ، ﻳـﻚ ــ ـﻲ ﻳ ــﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﭘﺲ از ﻃ . ﻣﻜﺮر ﭘﺎﺳﺎژ داده ﺷﺪ 
ﻫـﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮﻳـﺎﻳﻲ ﺣـﺎوي ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ  ﺪ، ﻛﻠﻨـﻲـــ ﻣـﺎه ﺑﻌ6ﻣـﺎه و 
ﻚ و ﺑـ ــﺪون ــ ـــﺑﻴﻮﺗﻴ  آﻧﺘـــﻲﻂ ﺣـ ــﺎويــ ـــﻧﻮﺗﺮﻛﻴـــﺐ در ﻣﺤﻴ
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ آﻧﻬﺎ اﺳـﺘﺨﺮاج ﺷـﺪ . ﺖ داده ﺷﺪﻧﺪ ــﻚ ﻛﺸ ــﺑﻴﻮﺗﻴ آﻧﺘﻲ
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 يﺎﻬـﺷور ﺎﺑ وPCR راﺮـﻗ ﻲـﺳرﺮﺑ درﻮـﻣ ،ﻲـﻤﻳﺰﻧآ شﺮـﺑ و 
ﺖﻓﺮﮔ .  
  
ﻪﺠﻴﺘﻧ يﺮﻴﮔ  
 ﻲـﻣ نﺎﺸـﻧ ﻪـﻌﻟﺎﻄﻣ ﻦﻳا ﺞﻳﺎﺘﻧ     ﺪﻴﻤـﺳﻼﭘ ﻪـﻛ ﺪـﻫدpTZ57R 
 نژ ﮓـﻨﻴﻧﻮﻠﻛ ياﺮـﺑHBV Sﻲـﻣ ﺐـﺳﺎﻨﻣ  ﺪـﺷﺎﺑ . زا هدﺎﻔﺘـﺳا
اﺮــ ﺑ ﮓــ ﻨﻴﻧﻮﻠﻛ شور ناﻮــ ﻨﻋ ﻪــ ﺑ ﺐــ ﻴﻛﺮﺗﻮﻧ ﺪﻴﻤــﺳﻼﭘ ﻪــ ﻴﻬﺗ ي
ﻧﺎﺘﺳا ﺷور ،دراﺪ ﻲﻣ نازرا و هدﺎﺳ ﻲ ﺪـﺷﺎﺑ . ﺪﻴﻤـﺳﻼﭘ ﻦﻴـﻨﭽﻤﻫ
 سوﺮﻳو مﻮﻧژ يوﺎﺣ،ﻲﻣ و ﺖﺳا اراد ار نژ ﻆﻔﺣ ﻲﻳﺎﻧاﻮﺗ   ناﻮﺗ
 ﺶﻨـﻛاو رد ﻲﺟرﺎـﺧ دراﺪﻧﺎﺘـﺳا ﻪﻴﻬﺗ ياﺮﺑ نآ زاReal-time 
PCRدﻮﻤﻧ هدﺎﻔﺘﺳا .  
  
ﺮﻜﺸﺗ و ﺮﻳﺪﻘﺗ  
 ﺖـﻳﺎﻤﺣ زا هدﺎﻔﺘـﺳا ﺎـﺑ ﻖـﻴﻘﺤﺗ ﻦـﻳا     تﺎـﻘﻴﻘﺤﺗ ﺰـﻛﺮﻣ ﻲﻟﺎـﻣ
 ﻲﺗﺎـﻘﻴﻘﺤﺗ حﺮـﻃ ﺐـﻟﺎﻗ رد ناﺮـﻳا نﻮﺧ لﺎﻘﺘﻧا نﺎﻣزﺎﺳ) هرﺎﻤـﺷ
ﺖــ ﺒﺛ :20126/خ ( ﻪﻠﻴــ ﺳو ﻦﻳﺪــ ﺑ ﻪــ ﻛ ﺖــ ﺳا هﺪــ ﻳدﺮﮔ مﺎــ ﺠﻧا
 ﻦﻴﻟوﺆﺴـﻣ زا ار دﻮـﺧ ﺮﻜﺸـﺗ و ﺮﻳﺪﻘﺗ ﺐﺗاﺮﻣ ﻪﻟﺎﻘﻣ نﺎﮔﺪﻨﺴﻳﻮﻧ
ﻲﻣ زاﺮﺑا ﺰﻛﺮﻣ نآ ﺪﻧراد.  
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Abstract 
    Background & Aim: Hepatitis B virus(HBV) infection is endemic worldwide. It is estimated every year more than 350 
million people become infected with HBV(new cases) worldwide. Unfortunately, there are no satisfactory drugs to cure HBV 
and related diseases and the only way to control it is through vaccination. Measurements of HBV DNA levels are routinely 
used to identify infectious chronic carriers and to predict and monitor the efficacies of antiviral treatment regimens. The 
quantification of HBV DNA in clinical specimens has significantly improved with the introduction of real-time PCR into 
routine diagnostic laboratories. The aim of this research is to study cloning and identify hepatitis B virus surface 
antigen(HbsAg) encoded gene as external standard.  
    Material and Methods: A descriptive study was done on hepatitis B virus sufrace antigen encoded gene. Genomic DNA 
was extracted from HbsAg positive serum sample and amplified by PCR. The amplified segments were cloned in pTZ57R 
plasmid vector. After purification the PCR product was cloned in plasmid vector and transformed into susceptible E.coli(TG1 
strain) cell. The bacteria containing the new combination plasmid was than evaluated for antibiotic resistance, PCR, 
enzyme cleavage and sequencing. The mean of colony numbers that grew in plates with and without ampicilin and also 
statistical analysis, T-student test was used. 
    Results: After extraction of viral DNA, Sgene was amplified by PCR; 175 bp fragment was generated. S gene was than 
cloned by PT2 57R plasmid. The new plasmid was extracted and was confirmed by enzyme cleavage and PCR. For final 
confirmation it underwent sequencing. 
    Conclusion: According to the results the 175 bP fragment of s gene was cloned into PT257R Plasmid. It can be used as 
external standard for real time PCR or as a positive control in laboratory. 
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